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PFK Phosphofructokinase 
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与える（Cossins and Bowler, 1987; Somero, 1997）。タンパク質、DNA および脂質
膜が熱から受ける影響に関するこれまでの情報を、Table 0-1 に示す。 
タンパク質が 50~80℃を超える温度で凝縮し不可逆に変性することや、タンパ
ク質の変性温度が生物の生育温度の上限と密接に関わることは、多数の報告に
より知られている（Table 0-1; 上田, 1997; Akamuna et al., 1998; 赤沼・山岸, 2009; 




断あるいは二本鎖切断を生じることが知られている（Table 0-1; 澤井ら, 1995; 
Setlow, 2006; 田中, 2010; 横谷, 2010; 藤原, 2011; 佐藤・跡見, 2015）。二本鎖が一
本鎖に解離する温度は、DNAの塩基配列、DNAの濃度および溶液中の塩濃度に
依存するが、ほとんどの二本鎖は約 90℃で一本鎖に解離することが知られてい
る（田中, 2010）。大腸菌 Escherichia coli において、放射線感受性株と加熱感受性
株との間に相関が認められたことから、E. coli は熱を受けた際、放射線を受けた




る recA および a/b-type small, acid-soluble spore proteins（SASP）を持たない古草
菌 Bacillus subtilis 変異株において芽胞の乾熱耐性が著しく低下した結果から、
古草菌の芽胞が熱により死に至る主な原因は乾熱による DNA ダメージの蓄積
であると述べている（Setlow and Setlow, 1995, 1996; Setlow, 2006）。 
生物の構成単位である細胞は、リン脂質を主成分とする細胞膜（脂質膜）によ





成しているが（木村, 1990; 松本・金品, 2006）、bilayer-hexagonal 相転移温度以上
で、親水性側を内側に、疎水性側を外側に備えたヘキサゴナル構造を形成するこ
とが報告されている（Table 0-1; De Kruijff et al., 1980; Somero, 1997; 梅田・榎本, 
1999; 國枝, 2002）。細胞膜として不適当であるヘキサゴナル構造の形成により、












が古細菌（Archaea）のドメインに属している（Stetter, 1982; Fiala and Stetter, 1986; 
佐藤・跡見, 2015）。古細菌 Pyrolobus fumarii は、113℃の高温環境で生育できる
ことが報告されている（Blöchl et al., 1997）。メタン生成菌 Methanopyrus kandleri 
strain 116 は、122℃の高温環境で生育できることが報告されている（Takai et al., 
2008）。超好熱菌は、熱に対してタンパク質を安定化させる高温適応戦略を備え
ている。膜タンパクを除くほとんどのタンパク質で、親水性残基は表面に、疎水
性残基は内部に集まる（赤沼・山岸, 2009）。Dong ら（2008）は、Thermococcus 
kodakaraensis の Ribonuclease HII（Tk-RNase HII）の疎水コアを形成するアミノ




好熱菌の Asn、Asp、Cys、Gln および Ser の割合は常温菌に比べて低く、Arg、
Glu および Val の割合は高いことから、荷電性アミノ酸の Glu や Arg が形成する
イオン結合が高温環境におけるタンパク質の安定化に寄与していると考えられ
ている（赤沼・山岸, 2009; Taylor and Vaisman, 2010; 佐藤・跡見, 2015）。Chakravarty






る（Razvi and Scholtz, 2006; 赤沼・山岸, 2009）。タンパク質の 4 次構造が熱耐性
に関わる例も知られている。Ribulose 1, 5-biophosphate、二酸化炭素と水から 2 分
子の 3-phosphoglycerate を生成する反応を触媒し、植物や藍藻などでカルビン回
路における鍵酵素であるRibulose-1, 5-bisphosphate carboxylase/ oxygenase（Rubisco）
は、古細菌においても DNA やヌクレオシドの分解に関わることが知られている
が、アミノ酸残基を変異させた Rubisco を作成すると 4 次構造が変化し、耐熱性
が低下することが示されている（Maeda et al., 2002; Sato et al., 2007; 佐藤・跡見, 
2015; Aono et al., 2015）。超好熱菌は熱に対して DNA を安定化させる高温適応戦
略を備えている。超好熱菌のゲノム DNA の安定化機構のひとつとして、ATP
（adenosine triphosphate）依存的な DNA topoisomerase のひとつである、reverse 
gyrase による安定化が挙げられる（Kikuchi and Asai, 1984）。Reverse gyrase は、
DNA 構造の巻き数を増やすはたらきを示すこと、細菌、古細菌に関係なく、超
好熱菌に分類される微生物はすべて reverse gyrase を有していること、および
Thermococcus kodakaraensis KOD1 の reverse gyrase 遺伝子の破壊株は高温環境に
おける生育が低下したことから、熱環境における生育に重要であると考えられ
ている（Kikuchi and Asai, 1984; Forterre, 2002; Atomi et al., 2004; 佐藤・跡見, 2015）。
また、古細菌の Ecryarchaeota 門には真核生物の histone と似た 1 次構造のタンパ
ク質が存在し、Pyrococcus kodakaraensis KOD1 から抽出した histone 様タンパク
質 HpkA を添加することにより、HpkA 濃度や spermine や potassium chloride と
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の共添加により活性は異なるが、DNA の解離温度が 16~29 ℃上昇したことが報
告されている（Higashibata et al., 2000; 佐藤・跡見, 2015）。超好熱菌は、熱から
脂質膜を保護する高温適応戦略を備えている。真核生物や細菌の脂質膜は、脂肪
酸由来の直鎖の炭化水素が glycerol とエステル結合している一方、古細菌の脂質
膜は、枝分かれ構造をもつ isoprenoid が glycerol とエーテル結合しており、エー
テル結合はエステル結合に比べて化学的に安定であることから、脂質膜の安定
性を高めていると考えられている（Woese et al., 1990 ; Van de Vossenberg et al., 
1998; 佐藤・跡見, 2015）。超好熱菌の脂質膜の、温度順化による安定化も知られ
ている。Crenarchaeota 門に属する Acidilobus sulfurireducens は、培養温度を 65 か
ら 81℃と昇温することで、Ecryarchaeota 門に属する Thermococcus kodakaraensis 
は、培養温度 60 から 93℃と昇温することで流動性の低い脂質膜成分の割合が増
加することが報告されており、脂質膜を熱に対してより強固で安定な状態に維
持していると考えられている（Matsuno et al., 2009; Boyd et al., 2011; 佐藤・跡見, 
2015）。光合成生物の藍藻において、50℃を超える温度環境で生育する好熱性藍
藻が知られている。地熱地帯から採取されたSynechococcus cf. lividus は73~74℃、
Cyanothece cf. minervae は 62℃、Chlorogloeopsis は 64℃、Leptolyngbya spp. は
62℃以下、Fischerella cf. laminosus は 58℃、Leptolyngya cf. amphigranulata は 56℃
以下、Geitlerinema cf. terebriformis は 55℃、Spirulina cf. labyrinthiformis は 51℃、
Calothrix spp. は 53~55℃、Pleurocapsa spp. は 57℃で生育することが知られてい





い（小池, 2014）。2002 年にかずさ DNA 研究所により全ゲノム解析が完了した好
熱性藍藻 Thermosynechococcus elongatus BP-1 は、タンパク質の熱安定性が高い
ことから、光化学系の結晶化による光化学系ⅠおよびⅡの立体構造解析が達成
された生物材料として知られている（Jordan et al., 2001; Zouni et al., 2001; 
Nakamura et al., 2002）。好熱性藍藻は熱ショックタンパク質（heat shock protein; 






芳, 1987; 仲本, 2002）。藍藻 Synechococcus sp. PCC 7942 の HSP を過剰発現させ
た変異体において、致死温度における生存率、光合成電子伝達活性および色素タ
ンパク質である phycocyanin の熱安定性が顕著に増加することから、高温環境に
おいて、HSP による藍藻の光合成の防御機能が示唆されている（Nakamoto et al., 







耐性を備えることが報告されている（蜂須賀, 1980; Gerhardt and Marquis, 1989; 
Setlow, 2006）。枯草菌の芽胞にはジピコリン酸（dipicolinic acid; DPA）および small 
acid-soluble spore proteins（SASP）が顕著に蓄積していることから、DPA および





後に蘇生することが示唆されている（Kikawada et al., 2005; 奥田, 2006; 黄川田, 
2009; Hengherr et al., 2009; Wełnicz et al., 2011; Horikawa and Arakawa, 2015）。ネム
リユスリカ（Polypedilum vanderplanki）の幼虫はクリプトビオシスに入る過程で
trehalose および glycerol を適合溶質として蓄積することで、70~90℃の高温に曝
された後に蘇生することが報告されている（奥田, 2006; Sakurai et al., 2008; 古木
ら, 2009）。イシクラゲと呼ばれる陸棲藍藻 Nostoc commune の乾燥藻体は、80℃、
1 時間の乾熱後に加水されると、熱非曝露の対照と比較して 67 ± 14 %の O2放出
能を示すことから、乾熱に生存していることが報告されている（Tamaru et al., 
2005）。ハッサイと呼ばれる陸棲藍藻 Nostoc flagelliforme の乾燥藻体は、85℃、
24 時間の乾熱後に加水すると、その呼吸量は熱非曝露の対照と比較して影響を
受けないことが報告されている（Mei and Cheng, 1990; Gao, 1998）。Nostoc commune




き、100℃、6 時間の乾熱後に 97.1 ± 11.5 %、100℃、10 時間の乾熱後に 36.4 ± 
9.88 %を示し、また 100℃、10 時間の乾熱後に Chlorophyll 蛍光を指標とした光







発生型の光合成を行う原核生物である（Fig. 0-1; Setchell, 1895; 井上, 2006; 池内, 





















Anabaena、Tolypothrix、Calothrix）などが知られている（渡辺, 1992; 大森, 2009）。
現在知られている生物のうち、酸素発生型の光合成能と窒素固定能を併せ持つ
生物は藍藻のみである。現在藍藻の分類は、Bergey’s Manual of Determinative 
Bacteriology における、細胞の形態から 5 つのサブセクションに分ける分類が広




1962; 大森, 2006; Hu et al., 2012）。陸棲藍藻は太古の地球において、酸素発生型
の光合成能と窒素固定能により多量の有機物を陸地の表面に蓄積し、微生物お
よび高等植物が生育できる環境を整えたと考えられている（大森, 2006, 2009; 池
内, 2007）。陸棲藍藻は現在もアジア、ヨーロッパ、アメリカ、アフリカおよび南




2004）。陸棲藍藻は 10~80 kg/year/ha の窒素を固定し、陸地への窒素供給に貢献
している（De, 1939; 松口, 1976; Granhall, 1981; Venkataraman, 1981; 小野・古賀, 
1984; 渡辺, 1992; Vaishampayan et al., 2001; 佐伯・豊田, 2003; Prasanna and Nayak, 
2007; Thajuddin and Subramanian, 2010; 豊田・Kyaw, 2011）。Srinivasan（1979）は、
藍藻を 2 ヶ月前から土壌に添加し、肥料を添加しなかった条件と比較して穀物
収量が 1,158 Kg/ha（ 33.6%）増加したと報告している（Srinivasan, 1979; 
Venkataraman, 1981）。陸棲藍藻は、土壌表面に施用すると有機態炭素・窒素の増
加、水分蒸発抑制、地温調節、Ca2+の増加および pH 調節の効果を示す（大森・
犬伏, 2004; Obana et al., 2007）。植物の生育に必要な環境が整えられることから、
荒廃土壌修復や砂漠化抑制への応用が期待されている（大森・犬伏, 2004; Obana 













（akinete）に分化する種が報告されている（Potts, 2002; Katoh et al., 2003; Liu and 
Chen, 2003; Garcia-Pichel, 2010）。陸棲藍藻 Nostoc PCC 7524 、水棲藍藻 Anabaena 
cylindrica を用いた研究において、細胞形態により低温や乾燥に関する耐性が異
なることが報告されている（Yamamoto, 1975; Sutherland et al., 1979）。陸棲藍藻の
乾熱耐性においても細胞形態により耐性が異なる可能性が考えられる。 
細胞外多糖（extracellular polysaccharides ; EPS）は藍藻細胞から放出される粘
性物質で、Nostoc commune 、Nostoc sp. CCMEE、Anabaena sp. PCC 7120 および
Nostoc sp. HK-01 を用いた研究において、UV、自然乾燥および塩ストレスに対す
る耐性への EPS の寄与が報告されている（Bertocchi et al., 1990; Ehling-Schuls et 
al., 1997; De Philippis and Vincenzini, 1998; Tamaru et al., 2005; Knowles and 
Castenholz, 2008; Mager et al., 2011; Yoshimura et al., 2012）。陸棲藍藻の乾熱耐性
においても、EPS が耐性に関与している可能性が考えられる。 
二糖の trehalose や sucrose は、適合溶質として細胞内に蓄積し、水の代わりに
生体成分や細胞膜を保護することで、乾燥耐性に関与すると考えられている
（Crowe et al., 1998; Potts, 1999; 奥田, 2006）。Hershkovitz ら（1991）は乾燥耐性
を備えた藍藻、Phormidium autumnale, strain LPP4 および Chroococcidiopsis sp. は
乾燥に応答して trehalose と sucrose を蓄積するのに対し、乾燥感受性の藍藻
Plectonema boryanum および Synechococcus strain PCC 7942 は蓄積しないことを
報告している。Higoら（2006）は藍藻Anabaena sp. PCC 7120が乾燥に伴い trehalose








陸棲藍藻 Nostoc sp. HK-01 
 
陸棲藍藻の一種 Nostoc sp. HK-01 は、Katoh ら（2003）により乾燥耐性を指標
に Nostoc commune の藻塊から単離された株である（NIES-2109）。Nostoc sp. HK-
01 は、全ゲノム解析が完了しモデル藍藻として扱われている Anabaena sp. PCC 
7120 と、16S rDNA の塩基配列から近縁種であると報告されているが、8 ヶ月間
乾燥後の藻体を用いた寒天培上培養実験において、Anabaena sp. PCC 7120 はコ
ロニーを形成しない一方、Nostoc sp. HK-01 はコロニーを形成することから、
Anabaena sp. PCC 7120よりも乾燥耐性が優れていることが示されている（Kaneko 
et al., 2001; Katoh et al., 2003; 大森ら, 2006; Yoshimura et al., 2006）。 
Nostoc sp. HK-01 の乾燥藻体は、前述したように 100℃の乾熱に 10 時間曝露し
た後も未曝露の藻体の 40%程度の細胞が生存することおよび光合成能が正常に
働いていることが報告されている（五十嵐, 2013）。Arai らのグループは、Nostoc 
sp. HK-01 の乾燥藻体を 10-5 Pa の真空に 2 週間曝露した後も未曝露の藻体と変
わらずに増殖する高真空耐性を報告している（Arai et al., 2008; 新井, 2009; Arai, 




報告している。Tomita-Yokotani ら（2013）および Kimura ら（2014）は、Nostoc 
sp. HK-01 の乾燥藻体を 170 J cm-2 の VUV（172 nm）および 12 J cm-2 の UVC
（254 nm）に曝露した後も未曝露の藻体の 90%程度の細胞が増殖する紫外線耐
性を報告している。味岡（2014）は、Nostoc sp. HK-01 の乾燥藻体を 5 kGy の γ
線に曝露した後も未曝露の藻体の 95%程度の細胞が増殖する γ 線耐性を報告し
ている。Nostoc sp. HK-01 は、乾燥藻体における上記の環境耐性が評価されたこ
とから、国際宇宙ステーションにおける宇宙実験の実験生物として採択され、
2015 年 5 月から宇宙曝露が行われている（たんぽぽ計画 HP, 山岸ら, 2007; 
Yamagishi et al., 2008; Yokobori, 2013; SpaceRef, 2015; Kawaguchi et al., 2016; Cottin 
et al., 2017）。極めて優れた環境耐性を備えた陸棲藍藻である Nostoc sp. HK-01 は、
詳細な生活環は明らかにされていないが、栄養細胞、連鎖体、異型細胞および休
眠細胞への分化が認められていることから（Katoh et al., 2003）、各細胞形態に焦
点を当てた詳細な実験が可能な種であると考えられる。さらに Nostoc sp. HK-01
はゲノム解析が進められており（未発表）、今後藍藻の耐性研究のモデル生物と





陸棲藍藻 Nostoc sp. HK-01の乾燥藻体の 100℃10時間の乾熱に対する耐性は五
15 
 




た後、同定された成分の生体分子保護活性を調べることで、Nostoc sp. HK-01 の
乾熱耐性機能の全容解明のための重要な基礎情報を得ることを目指した。 




行われているのか、または乾燥過程に行われているのか調べた。また Nostoc sp. 
HK-01 の乾熱耐性が、Nostoc commune と同様に細胞外多糖に依存するかどうか
を、細胞外多糖を取り除き、熱曝露して調べた。 
 第 2 章は、Nostoc sp. HK-01 の細胞内低分子化合物の分析を行い、耐性に関与
する細胞に蓄積されている低分子化合物を探索した。藻体から得られた抽出物
（水溶性）を HPLC（High-Performance Liquid Chromatography）および LC-ESI/MS
（Liquid Chromatography–Electrospray Ionization–Mass Spectrometry）を用いて分
離・分析した。耐性に関与する細胞に蓄積する成分は、LC-ESI/MS 分析により、
各抽出物成分量が著しく異なる分子量を詳細に解析することで得た。 
 第 3 章は、タンパク質の熱凝集抑制活性を指標に Nostoc sp. HK-01 の耐性に関




ーゼ（lactate dehydrogenase; LDH）を用いて確認した。 
総合考察は、第 1 章から第 3 章までの研究結果および考察から導き出された
Nostoc sp. HK-01 の乾燥藻体の熱耐性について、将来の応用利用の可能性も含め
て総合的に考察した。 
 
本研究により Nostoc sp. HK-01 の乾熱耐性機能の全容解明のための重要な基
礎情報が得られれば、陸地における一連の生存戦略の推測が可能となる。さらに






























































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































に分化する種が報告されている（Potts, 2002; Katoh et al., 2003; Liu and Chen, 
2003; Garcia-Pichel, 2010）。藍藻の休眠細胞は、乾燥や低温に対して耐性の高い
細胞形態であることが知られている。陸棲藍藻 Nostoc PCC 7524 の栄養細胞は、
暗所、4℃下で保管すると 7 日以内に死滅したが、休眠細胞は 15 ヶ月の保管後
に蘇生したことが報告されている（Sutherland et al., 1979）。水棲藍藻の Anabaena 
cylindrica の栄養細胞は、15日の乾燥で死滅したが、休眠細胞は 5 年間の乾燥後
に発芽したことが報告されている（Yamamoto, 1975）。藍藻の休眠細胞は、高温
耐性を備えていないとされている（Sutherland et al., 1979; Adams and Duggan, 
1999; Garcia-Pichel, 2010; Kaplan-Levy et al., 2010 ）。 Anabaena cylindrica 







100℃、10時間の乾熱耐性が証明されている陸棲藍藻 Nostoc sp. HK-01において、
栄養細胞、連鎖体、異型細胞および休眠細胞への分化は報告されているが、そ
の生活環の詳細、細胞形態と乾熱耐性の関係および、熱に耐える準備が行われ
ている時期は、まだ報告されていない（Katoh et al., 2003; 五十嵐, 2013）。 
藍藻細胞から分泌される粘性物質として知られる細胞外多糖（extracellular 
polysaccharides; EPS）は（Bertocchi et al., 1990; Mager and Thomas, 2011）、藍藻の
各種環境耐性に関与することが報告されている。Nostoc commune Vaucher DRH1
において、315 nm よりも短波長の UV-B 照射により、EPS 中に origosaccharide 
mycosporine amino acids（OS-MAA）が誘導合成されることが報告されている
（Ehling-Schuls et al., 1997）。312および 335 nm に極大吸収波長のある色素であ
る OS-MAA は、UV-A/B を吸収することで細胞を保護していると示唆されてい
る（Scherer et al., 1988; Böhm et al., 1995）。Tamaru ら（2005）は、Nostoc commune 
の藻体に EPSの除去処理の後、EPS 除去藻体の乾燥耐性を検証した結果、一晩
室温乾燥した EPS 除去藻体の再加水後の光合成能は、EPS 未除去藻体を 100%
としたとき 33 ± 12% まで低下することを報告している。Tamaru ら（2005）は、
EPS 除去処理で細胞がダメージを受けていないことを光合成能から確認してい
ることから、EPS を除去することで乾燥耐性が著しく低下したことを示してい
る。Knowlesと Castenholz（2008）は、Nostoc sp. CCMEE 6160 から分離した EPS 
を真核藻類 Chlorella sp. CCMEE 6038 および藍藻 Chroococcidiopsis sp. CCMEE 
5056 の藻体に添加すると、湿度 17%で 5日間乾燥後の生存率が EPS未添加の藻
24 
 
体と比較してそれぞれ 14.4 ± 2.6% および 20.9 ± 0.7% 増加することを、蛍光顕
微鏡観察により報告している。Yoshimura ら（2012）は、200 mM の塩条件で増












かになると考えた。また陸棲藍藻 Nostoc sp. HK-01の EPSが乾燥状態の陸棲藍藻
の乾熱耐性に検証するか検証した。EPS が乾熱耐性に貢献しているならば、藍
藻藻体から EPS を除去した場合、乾熱耐性は、EPS 除去処理を行わない場合と
比較して著しく損なわれると考えられる。EPS の除去は、近縁種の Nostoc 
commune において報告されているが（Tamaru et al., 2005; Knowles and Castenholz, 
2008; Kosugi et al., 2012）、Nostoc sp. HK-01において EPS除去は報告されていな







 陸棲藍藻Nostoc sp. HK-01 （NIES-2109）を、本実験材料として用いた。Nostoc 





BG-11 液体培地（Table 1-1; Rippka et al., 1979）で温度 26 °C、常光下（74.3 ± 24.3 
μmol・m-2・s-1）で往復振盪培養（120 rpm, 振幅 3 cm）した Nostoc sp. HK-01 を、






させ、重量が安定した後、暗所、相対湿度 30%で 2 週間保管した乾燥藻体を、
100℃に温度を調節した乾燥機（WFO-450, Eyela, Tokyo, Japan）内に備えて 2時
間の熱曝露を行い、乾熱曝露後藻体として各実験に用いた。湿潤藻体 300 μLを






 培養過程における細胞形態の観察は、Nostoc sp. HK-01の乾燥藻体約 300 μgを、
BG-11 を 40 mL入れた 100 mL容坂口フラスコに備え、温度 26℃、常光下（74.3 
± 24.3 μmol・m-2・s-1）で 30日間振盪培養（120 rpm）し、培養 24 時間ごとにス
ライドガラスに適量取り出し、蛍光フィルターNIBA（励起波長 470~490 nm）を
備えた正立型蛍光顕微鏡（BX50, Olympus, Tokyo, Japan）で観察した。乾燥後の
細胞形態の観察は、乾燥藻体に約 20 μLの蒸留水を添加し、ミクロスパーテルを
用いてスライドガラスに適量取り出し、蛍光フィルターNIBA（励起波長 470~490 
nm）を備えた正立型蛍光顕微鏡（BX50, Olympus, Tokyo, Japan）で観察した。撮




 Fluorescein diacetate（FDA, Dojindo, Kumamoto, Japan）を、生存確認のための
染色剤として用いた（Jones and Senft, 1985; Mori et al., 2002; Arai et al., 2008）。
FDAを、dimethylsulfoxide 0.5 mL中に 1 mg溶かした。その後、0.2 mL acetone
に溶かし、調製後 5℃に保ち、0.04 mL FDA-stock 溶液とした。0.04 mL FDA-stock






 一連の操作を Fig. 1-1 に示す。準備した各 Nostoc sp. HK-01 藻体に BG-11を
500 μL加え、常光下（23.6 ± 1.0 μmol・m-2・s-1）で 2日間静置した。藍藻懸濁液
200 μLを小チューブ（Violamo Micro Tube, AsOne, Osaka, Japan）に取り分けた。
FDA-stain 溶液 100 μLを加え、37℃、500 rpm で 10 分間水平偏芯震動した（M・
BR-022UP, Taitec, Saitama, Japan）。5分間、遮光下で氷冷した後各試料をスライ
ドガラスに適量取り出し、蛍光フィルターNIBA（励起波長 470~490 nm）を備え
た正立型蛍光顕微鏡（BX50, Olympus, Tokyo, Japan）で観察した。FDAは生細胞





糸状体細胞数 (b)、休眠細胞の生細胞数 (c)、および全休眠細胞数 (d) を、各実
験において計 250細胞以上カウントした。糸状体の生存率（%）は (a) / (b) × 100、
休眠細胞の生存率（%）は (c) / (d) × 100、全細胞の生存率は{ (a) + (c) } / { (b) + 








EPSの除去処理は、Tamaru ら（2005）の方法を参考とした。一連の操作を Fig. 
1-3に示す。Nostoc sp. HK-01の乾燥藻体を小チューブ（Violamo Micro Tube, AsOne, 
Osaka, Japan）に備え、25 mM HEPES-NaOH（pH 7.0）で一晩、遮光下で加水し
た。25 mM HEPES-NaOH（pH 7.0）で二度洗浄した後、2,000 × g、10 min、20℃
の遠心により細胞を集めた。EPS除去は、アストラブル （ーSigma-Aldrich, Tokyo, 
Japan）染色後の顕微鏡観察により確認した（Tamaru et al., 2005; 細沼ら, 2009）。
アストラブルーは、EPS の構成物質として知られる酸性ムコ多糖の硫酸基とカ
ルボキシル基に結合して青色を呈色する（Hill et al., 1994; Shaw et al., 2003; 
Tamaru et al., 2005; 細沼ら, 2009; Kosugi et al., 2012）。 
 
1-2-7 EPS除去処理後の藍藻の乾熱曝露 
EPS除去処理後の藍藻を、遠心エバポレーター（MV-100, Tomy, Tokyo, Japan）
を用いて遮光下で乾燥した（加熱せず、減圧のみ）。乾燥藍藻（約 30 μg）を小
チューブ（Violamo Micro Tube, AsOne, Osaka, Japan）に備えた。100℃に温度を調










Nostoc sp. HK-01の各細胞形態を継時的に観察した顕微鏡写真を Fig. 1-4に示す。
培養開始後 0 日（初期値）は、休眠細胞のみが観察された。培養開始後 1~2 日
で休眠細胞から発芽して栄養細胞となり、培養開始後 2~4 日で栄養細胞が伸長
する様子が確認された（Fig. 1-3, 0~4 day）。培養開始後 6~7日で運動性の連鎖体
への分化が、8 日で異型細胞（arrows）への分化が、培養開始後 14 日で休眠細




た（Fig. 1-3, 14~24 day）。Fig. 1-5 に培養過程の Nostoc sp. HK-01の細胞数の変化
を示す。培養初期の細胞数は 2.1 × 106 cells だった。7日間培養後は 1.2 × 108 cells 
に増加した。8日以降は栄養細胞の連鎖体や異型細胞への分化により糸状体中の
細胞数の測定が困難だった。各細胞形態の割合の継時変化を Fig. 1-6および Table 
1-2に示す。休眠細胞の割合は、培養開始後 1~4日で急激に減少した。一方、栄
養細胞の割合は、培養開始後 1~4 日で著しく増加した。培養開始後 6 日で認め
られた連鎖体の割合は、培養開始後10~11日に20%を超えたが、培養開始後13~24






体、自然乾燥藻体および乾熱後藻体の FDA染色後の顕微鏡写真を Fig. 1-4に示
す。ここでは栄養細胞、異型細胞および連鎖体を合わせて糸状体（trichome）と
表現する。各状態の藻体において、細胞形態が混在する様子が確認された。湿
潤藻体において、糸状体（trichome）の生存が確認された（Fig. 1-7, A-a-1, A-b-1, 
A-a-2 and A-b-2, arrows）。糸状体（長径 2~6 μm）よりも大きい細胞形態である休
眠細胞（akinete, 長径 4~8 μm）の生存も同様に確認された（Fig. 1-7, A-a-3 and 
A-b-3, arrowheads）。湿潤藻体においてすべての細胞形態が生存していることが
確かめられた。自然乾燥藻体において、多くの休眠細胞の生存と（Fig. 1-7-B, 
arrowheads）、ごくわずかな糸状体細胞の生存が確認された（Fig. 1-7, B-a-3 and 
B-b-3, arrows）。100℃、2時間の乾熱後藻体において、糸状体細胞の生存は認め
られなかった（Fig. 1-7, C-a-1 and C-b-1, arrows）。一方、休眠細胞は生存してい
た（Fig. 1-7, C-a-2, C-b-2, C-a-3 and C-b-3, arrowheads）。FDA染色後の顕微鏡観察
により算出した、乾熱後の細胞形態ごとの生存率を Fig. 1-8に示す。細胞群中の
それぞれの細胞形態の生存率は、初期値である湿潤状態を初期値（糸状体: 100.0 
± 15.0 %; 休眠細胞: 100.0 ± 28.1%）とした。糸状体の生存率は、自然乾燥により
著しく低下し（3.4 ± 3.4%）、100℃2時間の乾熱後には検出限界以下を示した（0.0 
± 0.0%）。一方、休眠細胞の自然乾燥後および 100℃2時間の乾熱後の生存率は、






ていることが示された（Fig. 1-9A; r = -0.2）。一方、自然乾燥藻体および熱曝露
後藻体において、藻体中の休眠細胞の含有率と生存率の間に確かな相関が認め
られたことから、休眠細胞を多く含む細胞群ほど生存率が高いことが明らかに
なった（Fig. 1-9B and C; r = 0.73, p < 0.001 in both）。 
湿潤状態の藻体を徐々に乾燥させた際の重量の変化を Fig. 1-10 に示す。蓋を
開けた条件は、乾燥開始後 6時間で重量の変化が無くなることを確認した（Fig. 
1-10-1）。蓋を閉めた条件は、乾燥開始後 24時間で重量の変化が無くなることを
確認した（Fig. 1-10-2）。蓋を閉めてシャーレ内に 200 μLの蒸留水を添加した条
件は、乾燥開始後 37時間で重量の変化が無くなることを確認した（Fig. 1-10-3）。
蓋を閉めてシャーレ内に 500 μLの蒸留水を添加した条件は、乾燥開始後 51時間
で重量の変化が無くなることを確認した（Fig. 1-10-4）。蓋を閉めてシャーレ内
に 900 μLの蒸留水を添加した条件は、乾燥開始後 71 時間で重量の変化が無くな
ることを確認した（Fig. 1-10-5）。乾燥過程に熱に耐える準備が行われているか
どうか、すなわち細胞形態が変化するかどうか検証するため、それぞれの乾燥
藻体から細胞群を採取し、休眠細胞含有率を測定した結果を Fig. 1-11 に示す。
乾燥開始時の休眠細胞含有率は 0~7.4 % を示した（Fig. 1-11A）。6 時間で乾燥し
た藻体中の休眠細胞含有率は 0.3~3.9%、24 時間で乾燥した藻体中の休眠細胞含





胞含有率の関係は、正の傾きの近似直線（y = 0.054x + 2.7）は示されたが、明ら
かな相関は認められなかった（n = 30, r² = 0.077）。 











 Nostoc sp. HK-01のEPSが乾熱耐性に貢献しているかどうか明らかにするため
に、EPS 除去後再び藍藻藻体を乾燥し、100℃各時間乾熱した後 FDA 染色によ




されなかった（Fig. 1-14B）。乾熱後の生存率の初期値は、対照となる EPS 未除
去藍藻は 100.0 ± 15.9 % を示したのに対し、EPS除去藍藻は 119.7 ± 10.9 % を
33 
 
示した。4 時間乾熱後の生存率は、対照において 60.7 ± 3.6 % を示したのに対
し、EPS除去藍藻は 89.4 ± 24.6 % を示した、12 時間乾熱後の生存率は、対照
において 26.2 ± 4.7 % を示したのに対し、EPS除去藍藻は 37.0 ± 27.5 % を示し
た。EPS 未除去藍藻、EPS 除去藍藻ともに、乾熱に伴い生存率が低下する傾向
が認められた（Fig. 1-15）。生存細胞は全て休眠細胞であることを顕微鏡観察か
ら確認した（data not shown）。EPS未除去藍藻と EPS除去藍藻における生存率を








た結果は、休眠細胞が栄養細胞に分化することを示している（Fig. 1-6 and Table 
1-2）。栄養細胞の増加の後、培養開始後 6 日以降に連鎖体が認められた結果は、








を示すこれまでの報告と一致している（Adams and Duggan 1999; Dworkin, 2006; 
Mateo et al., 2011）。休眠細胞が発芽、伸長して栄養細胞になり、栄養細胞がさら
に連鎖体、異型細胞および休眠細胞に分化する Nostoc sp. HK-01の一連の生活環
を明らかにした（Fig. 1-16）。乾燥および乾熱後の藻体中の細胞の生存率を細胞
形態ごとに算出した結果、乾熱後に休眠細胞のみが生存していたことから（Fig. 
1-8）、陸棲藍藻 Nostoc sp. HK-01 の生活環において、休眠細胞のみが乾熱に耐
性を備える細胞形態であることが示された。藍藻の休眠細胞は、乾燥と低温に
耐性を示すが、高温耐性は備えていないとされていた（Yamamoto, 1975; 
Sutherland et al. 1979; Adams and Duggan 1999; Garcia-Pichel, 2010; Kaplan-Levy et 
al., 2010）。唯一、Hori ら（2003）は、水棲藍藻 Anabaena cylindrica ATCC29414
を用いた研究で、休眠細胞の 60℃、50 時間の乾熱後の発芽を報告しているが、
藍藻の乾熱耐性と細胞形態の関係はこれまで検証していなかった。本章は、
Nostoc sp. HK-01の生活環を示した上で（Fig. 1-16）、陸棲藍藻の乾熱耐性は休眠
細胞にのみ備わることをはじめて明らかにした（Fig. 1-7, 1-8 and 1-9）。 




ことが知られている（Adams and Duggan, 1999; Kaplan-Levy et al., 2010; Perez et 
al., 2016）。 Leprince ら（1999）と Hoekstra ら（2001）は、代謝を抑制すること
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が乾燥過程における活性酸素種（reactive oxygen species; ROS）による酸化ダメ
ージを避ける上で重要であると述べている。植物では、乾燥過程における ROS
の蓄積は、主に CO2 固定量の減少により電子伝達系から電子が漏出して O2 分
子に接触することで起こることが知られている（Leprince et al., 1999; Dat et al., 
2000; Hoekstra et al., 2001）。ROS は、大規模な過酸化および膜脂質のエステル分
解を引き起こす（Hoekstra et al., 2001）。休眠細胞が代謝を抑制するメカニズムの
詳細はまだ解明されていないが、本章において休眠細胞が優れた乾燥および熱
耐性を示した結果からも、代謝活性の抑制は、Nostoc sp. HK-01 の乾熱耐性に重
要な役割を果たしていると考えられる（Fig. 1-7, 1-8 and 1-9）。藍藻の休眠細胞は、
他の細胞形態と比べて厚い細胞壁を備え、glycogen および cyanophycin の顆粒を
蓄積することが知られている（Adams and Duggan 1999; Garcia-Pichel, 2010; 
Kaplan-Levy et al., 2010）。乾燥、低温および乾熱に対する休眠細胞の高い耐性機
能の詳細はまだ明らかにされていないが、他の細胞形態との代謝、構造および
蓄積物質の違いが、休眠細胞の耐性機能をもたらしていると推測できる。 
80℃、1時間の乾熱耐性が報告されている Nostoc commune は、休眠細胞への
分化は報告されていない（Cameron 1962; Tamaru et al., 2005）。Potts（1999）は、
乾燥時の Nostoc commune 細胞の水分含有率が古草菌の芽胞より低く保たれて
おり、細胞内に蓄積された trehaloseや sucrose が適合溶質として水分子と置き換
わることで脱水時のタンパク質、脂質膜および DNA を保護すると述べている。
Hill ら（1997）は、細胞外多糖（Extracellular polysaccharides; EPS）が膜小胞の相





加水後の光合成能は、80℃1時間の乾熱後に 67 ± 14%に低下した一方で（Tamaru 
et al., 2005）、休眠細胞に分化する Nostoc flagelliforme の、乾燥藻体の再加水後の
呼吸量は 85℃、24時間の乾熱に曝されても影響を受けず、光合成能は 45℃、24
時間の乾熱に曝されても影響を受けないことが報告されている（Mei and Cheng, 
1990; Gao, 1998）。休眠細胞に分化する Nostoc sp. HK-01の乾燥藻体の再加水後の
生存率は、熱未曝露の藻体を 100%としたとき、100℃ 6 時間の乾熱後に 97.1 ± 
11.5 %を、100℃、10時間の乾熱後に 36.4 ± 9.9 %をそれぞれ示し、また光合成能
は 100℃、10 時間の乾熱後に正常に機能することが報告されている（五十嵐, 
2013）。これらの報告から、Nostoc flagelliforme や Nostoc sp. HK-01 の休眠細胞に
分化する陸棲藍藻は、Nostoc commune の休眠細胞に分化しない陸棲藍藻よりも
高い温度に対する耐性を示す傾向にあることが認められる。本章において、乾





かった（Fig. 1-10 and 1-11）。藍藻が休眠細胞に分化する条件は、光の制限や低温、
栄養塩の制限などが一部報告されているが、生物種によって異なり（Adams and 
Duggan, 1999; Kaplan-Levy et al., 2010; Sukenik et al., 2013; Perez et al., 2016）、
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Nostoc sp. HK-01 ではまだ報告されていないが、乾燥による休眠細胞への分化の
促進は、本研究では見出されなかったことから（Fig. 1-10 and 1-11）、乾燥以外の
環境によって休眠細胞への分化が促進されていると考えられる。 
湿潤状態の藻体に 50℃および 100℃の熱を 1 時間曝露した後、生存率を算出
した結果は、休眠細胞が、湿潤状態においても栄養細胞と比べて高い熱耐性を





れており（Adams and Duggan, 1999; Kaplan-Levy et al., 2010）、乾燥の過程で熱に
耐えるための活発な代謝が行われている可能性は低いと考えられる。厚さ 1 m、
面積 1 m2の物体の両端に 1℃の温度差があるとき、その物体 1 m2を通して 1秒
間に流れる熱量を示す熱伝導率λは、液体の水（0℃）において 0.556 W/m・℃、
空気（0℃）において 0.024 W/m・℃である（Ingersoll et al., 1954; 萩・村上, 1975; 
大塚, 1999; Holman, 2009）。湿潤状態は液体状態の水に囲まれていることから、
空気に囲まれている乾燥藻体と比較して細胞に熱が伝わり易いと考えられる。
バチルス属細菌の Bacillus subtilis および Bacillus anthracis、クロストリジウム属
細菌のClostridium botulinum, Clostridium welchiiおよびClostridium tetaniにおいて、
湿熱は乾熱よりも高い致死効果を示すことが報告されている（Fox and Eder, 
1969; Sykes, 1969; 蜂須賀, 1980; Setlow, 2006）。B. subtilis 胞子の生存率が 10%に
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低下する曝露時間（D値; decimal reduction time）は、湿熱 100℃において 32 min
である一方、乾熱 100℃において 24,900 min あることが報告されている（Fox and 
Eder, 1969; Nicholson et al., 2000）。Nostoc sp. HK-01の休眠細胞は乾燥状態で
100℃、10時間の熱後に約 4割の細胞が蘇生するが（五十嵐, 2013）、湿潤状態で
100℃、1 時間の熱で死滅した結果は、バチルス属やクロストリジウム属と同様
に、湿熱は乾熱よりも致死効果が高いことを示している。Nostoc sp. HK-01 が
100℃、10時間の乾熱に耐えるためには、休眠細胞への分化時に乾熱に耐えるた
めの準備をした後、乾燥状態に置かれることが重要であると考えられる。 
EPS 未除去藍藻と EPS 除去藍藻における生存率は、全ての乾熱時間において
有意差が認められない結果が得られたことから（Fig. 1-15）、Nostoc sp. HK-01 の
EPS の休眠細胞の乾熱耐性への貢献が低いことが示された。EPS は、Nostoc 
commune、Nostoc sp. CCMEE、Anabaena sp. PCC 7120 および Nostoc sp. HK-01を
用いた研究において、UV、塩ストレスおよび自然乾燥に対する耐性へ寄与する
ことが報告されている（本章序論; Bertocchi et al., 1990; Ehling-Schuls et al., 1997; 
De Philippis and Vincenzini, 1998; Tamaru et al., 2005; Knowles and Castenholz, 2008; 








ラブルーの青色染色が確認されなかった結果から（Fig. 1-14B）、近縁種の Nostoc 
commune における EPS除去方法（Tamaru et al., 2005）を改変して用いることで、
Nostoc sp. HK-01の細胞塊から EPS を除去できることが示された（Fig. 1-3 and 
1-14）。Nostoc commune の多糖構造の繰り返し構造は予測されているのに対し
（Kajiyama and Kobayashi, 2003）、Nostoc sp. HK-01 の EPS は、単糖構成は報告
されているが、多糖構造は明らかにされていない（Table 1-4, Yoshimura et al., 
2012）。アストラブルーによって本株の EPS が染色された結果は（Fig. 1-14）、
Nostoc sp. HK-01 の EPSは酸性ムコ多糖を含む構造であることを示唆した。五十
嵐（2013）は、100℃、10 時間の乾熱が Nostoc sp. HK-01 の生存限界であり、100℃、
11時間以上の乾熱は生存が認められないと報告している。しかし本章で EPS除
去および未除去藍藻ともに 100℃、12 時間の乾熱後に生存が認められた結果は
（Fig. 1-15）、Nostoc sp. HK-01の乾熱耐性の生存限界は再検証の必要があること
および、スクリーニングによりさらに高乾熱耐性を備えた株を単離できる可能
性があることを示した。 
本章は、Nostoc sp. HK-01 の詳細な生活環を明らかにした後、乾熱耐性は休眠
細胞のみに備わることをはじめて示した。乾燥による休眠細胞への分化促進は
認められなかった。休眠細胞は湿潤状態においても他の細胞形態よりも優れた
























EDTA (disodium magnesium salt)
Na2CO3
















Table 1-1. Composition of standard mineral medium, BG-11 
(modification from Rippka et al., 1979).
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Nostoc sp. HK-01 
BG-11 500 μL
26 oC for 2 days under the light 
condition 23.6 ± 1.0 μmol m-2 s-1
Collect 200 μL of cell 
suspension in new tube
FDA stain 100 μL
Mixed by shaking at 500 rpm, 37 oC
for 10 minutes under dark conditions 
(M･BR-022UP, Taitec)




Fig. 1-1. FDA (fluorescein diacetate) staining method.
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Nostoc sp. HK-01 
25 mM HEPES-NaOH
（pH 7.0）500 μL
26oC for 1 days under 
dark conditions
Centrifuged at 2,000 x g for 10 min 
at 20oC to collect the cells
Fig. 1-3. Preparation of colonies without EPS (extracellular polysaccharides).
Wash with 25 mM HEPES-NaOH










































































































































































































Fig. 1-6. Relative number of each cell types during incubation period of 30 days. :
Akinetes. : Vegetative cells. : Hormogonia. : Heterocysts. The values are shown
in Table 1.
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Table 1-2. Relative numbers of each cell type of Nostoc sp. HK-01 the during incubation

















































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































Fig. 1-8. Survival rates of Nostoc sp. HK-01 in wet, dry and heated (100℃, 2h)
colonies. Trichome includes vegetative cells, heterocysts and hormogonia. Bars





























Fig. 1-9. Correlation between akinete content rate and
survival rate in Nostoc sp. HK-01 (n = 27). A: wet
colony B: dry colony C: heated (100℃, 2 h) colony.
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Fig. 1-10. Colony weights of Nostoc sp. HK-01
during drying process in plates. 1: Plate cover
opened. 2: Plate cover closed. 3: Cover closed,
200μL of water added to inside of plate. 4: Cover
closed, 500μL of water added to inside of plate. 5:
Cover closed, 900μL of water added to inside of
plate.
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Fig. 1-11. A: Akinete content rates at initial stage of drying process
(n = 3). B: Correlation between akinete content rates of Nostoc sp.
HK-01 and time to dry of their colonies (n = 30).


























































Control                   50℃ 1h                  100℃ 1h
Fig. 1-12. Microscopic observation of Nostoc sp. HK-01 with FDA (fluorescein
diacetate) staining method after exposure to wet heat (50℃ 1h or 100℃ 1h).






Fig. 1-13. Survival rate of Nostoc sp. HK-01 calculated with
FDA (fluorescein diacetate) staining method after exposure



































Fig. 1-14. Microscopic observation of Nostoc sp. HK-01 after the astra-blue staining. 




























Fig. 1-15. Survival rates of colonies without EPS (extracellular
polysaccharides) of Nostoc sp. HK-01 after the dry heat (100℃)














Fig. 1-16 Cell cycle of Nostoc sp. HK-01. Arrow (    ) shows heterocyst. 
Arrowhead (    )  shows young akinete. Bar shows ca. 10 μm.
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Table 1-4. Monosaccharide composition (%) of
EPS (extracellular polysaccharides) in Nostoc sp.
HK-01. CPS; Capsular polysaccharides, RPS;
Released polysaccharides (modification from





























Fuc; fucose, Rha; rhamnose, Ara; arabinose,
Gal; galactose, Glc; glucose, Man; mannose,
Xyl; xylose, GalA; galactuoronic acid, GlcA;
glucuronic acid
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Fig. 1-17. Mechanism of protection of cells by EPS (extracellular polysaccharides) from
harsh environments. UV (purple) tolerance reported by Scherer et al., 1988; Böhm et al.,
1995; Ehling-Schuls et al., 1997. NaCl (yellow) tolerance reported by Yoshimura et al.,








Block by ion trap 
capacity of EPS





第 2 章 




告されている（Mei and Cheng, 1990; Gao, 1998; Tamaru et al., 2005; 五十嵐, 2013）。
乾熱耐性は、日照りにより 66℃の高温に至る陸地で藍藻が生存するために極め
て重要な機能であると考えられる（Gao, 1998; 序章）。しかし、陸棲藍藻の乾熱
耐性機能の詳細はまだ明らかにされていない（序章）。第 1 章は、100℃、10 時
間の乾熱耐性が証明されている陸棲藍藻 Nostoc sp. HK-01 の（五十嵐, 2013）、そ
の乾熱耐性は、休眠細胞（akinete）にのみ備わることを明らかにした。さらに
Nostoc sp. HK-01 の休眠細胞の乾熱耐性は細胞外多糖（ extracellular 
polysaccharides; EPS）を除去しても損なわれないことから、乾熱耐性のしくみに
は細胞外物質（群）ではなく、細胞内物質（群）が貢献していることを示した




する物質を示す（Crowe et al., 1998; Potts, 1999, 2001; 奥田, 2006）。適合溶質の蓄
積は、藍藻、酵母、細菌胞子、アルテミア、クマムシ、ネムリユスリカ、下等
植物および高等植物の生物グループにおいて幅広く知られている（Hershkovitz et 
al., 1991; Hill et al., 1994; Crowe et al., 1998; Blomberg, 2000; Hoekstra et al., 2001; 
Potts, 1999, 2001, 2002; Elbein et al., 2003; Higo et al., 2006; Hengherr et al., 2008, 




る過程で trehalose を蓄積し、trehalose が適合溶質（compatible solute）として水
に代わり生体成分や細胞膜などを保護することや、能動的な脱水を行うことで、
90~110℃の乾熱後に蘇生することが報告されている（奥田, 2006; Hengherr et al., 
2009; Wełnicz et al., 2011; Horikawa and Arakawa, 2015）。ネムリユスリカ
（Polypedilum vanderplanki）は、クリプトビオシスに入る過程で trehalose および
glycerol を適合溶質として蓄積することで、70~90℃に曝された後に蘇生するこ
とが報告されている（奥田, 2006; Sakurai et al., 2008; 古木ら, 2009）。藍藻の細胞
に蓄積する適合溶質として、細胞形態ごとの蓄積は明らかにされていないが、
trehalose および sucrose が報告されている。Hershkovitz ら（1991）は、乾燥耐性
を備えた藍藻、Phormidium autumnale および Chroococcidiopsis sp. は乾燥に応答
して trehalose と sucrose を蓄積するのに対し、乾燥感受性の藍藻 Plectonema 
boryanum および Synechococcus strain PCC 7942 は蓄積しないことを示している。
Higo ら（2006）は、藍藻 Anabaena sp. PCC 7120 が乾燥に伴い trehalose および





cyanophycin の顆粒を蓄積することが知られているが（Adams and Duggan 1999; 





Nostoc sp. HK-01 を材料に用い、休眠細胞に特異に蓄積する物質を探索した。高










Katoh ら（2003）により乾燥耐性を指標に単離、同定された陸棲藍藻 Nostoc sp. 
HK-01 を BG-11 液体培地で温度 26℃、常光下（74.3 ± 24.3 μmol・m-2・s-1）で往
復振盪培養（120 rpm, 振幅 3 cm）した。Betaine（Wako, Osaka, Japan）、glycine
（Wako, Osaka, Japan）、sucrose（Wako, Osaka, Japan）、trehalose は（Tokyo Chemical 






 Nostoc sp. HK-01を BG-11液体培地で温度 26℃、常光下（74.3 ± 24.3 μmol m-2 s-1）
で往復振盪培養（120 rpm, 振幅 3 cm）した。液体培養後、休眠細胞含有率の異
なるいくつかの Nostoc sp. HK-01 の藻体を得た。休眠細胞含有率のカウントは、
顕微鏡（BX50, Olympus, Tokyo, Japan）およびトーマ血球計算板（Nippon Rinsho 
Kikai Kogyo, Tokyo, Japan）を用いて、視野中の全細胞数および休眠細胞数を算




細胞内分析の一連の操作を Fig. 2-1 に示す。液体培養後の Nostoc sp. HK-01 細
胞懸濁液 500 μLを小チューブ（Violamo Micro Tube, AsOne, Osaka, Japan）に移し
た。3500（Kubota）を用いて 12,000 × g で 5 分間遠心分離し上清を除いた後 80% 
エタノールを加え、Thermo Block（ND-M01, Nissin, Tokyo, Japan）に備えて 65℃
で 2 時間静置した後、BioMasher II（Nippi, Tokyo, Japan）を用いてホモジナイズ
し、細胞を破砕した。12,000 × g で 5 分間遠心分離した後、上清を小チューブ
（Violamo Micro Tube, AsOne, Osaka, Japan）に移した。細胞の破砕操作は、計 3
回行った。得られた上清は、遠心濃縮器（MV-100, Tomy, Tokyo, Japan）を用いて
濃縮・乾固した。約 1 mL の蒸留水を加え、Sep-Pak Plus C18 Cartridges（Waters, 
Milford, Massachusetts, USA）を用いて 0、50、100% メタノール画分に分画した。
ウォーターバス（BM200, Yamato, Tokyo, Japan）およびアスピレータ （ーCA-1110, 
Eyela, Tokyo, Japan）を備えたロータリーエバポレーター（RE200, Yamato, Tokyo, 
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Japan）を用いて 0%メタノール画分を濃縮・乾固し、濃度調整した後 Millex-LH 
0.45 μm（Millipore, Billerica, Massachusetts, USA）を用いてフィルターろ過した。
各サンプルを LC-ESI-MS システム（Waters micromass ZQ, 2690 Separation Module, 
996 Photodiode Array, Waters, Milford, Massachusetts, USA）に供し、以下の条件で
分析した。Column：TSKgel Amide80（Particle size: 3 μm, Dimension: 2.0 mm, I.D.×15 
cm, Tosoh）、Column Temp.：30℃、Solvent：CH3CN (80/20) 、Frowrate：0.2 mL / 
min. 。質量分析条件は ES＋Source、Capillary：3.5 KV、Cone：30 V、Extractor：




AccQ•Tag Amino Acid Analysis Method（Waters, Milford, Massachusetts, USA）を
用いてアミノ酸分析を行った。休眠細胞含有率の異なる複数の藻体を、80%メタ
ノールを用いて破砕した。抽出物はウォーターバス（BM200, Yamato, Tokyo, Japan）
およびアスピレーター（CA-1110, Eyela, Tokyo, Japan）を備えたロータリーエバ
ポレーター（RE200, Yamato, Tokyo, Japan）を用いて 38℃で濃縮・乾固した。抽
出物は 6N HCl と共に 110℃、6 時間加熱し（Thermo Block, ND-M01, Nissin, Tokyo, 
Japan）、酸加水分解した。抽出物を 38℃で濃縮・乾固し、酸を取り除いた。酸
加水分解で得られた水画分を 0.45-μm filter（Tosoh, Tokyo, Japan）に供した後、
再度 38℃で濃縮・乾固した。20 µLの HCl（20 mM）、60 µL の AccQ Fluor Borate 




プルを、474 Scanning Fluorescence Detector（Waters, Milford, Massachusetts, USA）
を備えた HPLC システムに供し、以下の条件で分析した。Column：AccQ•Tag 
Amino Acid Analysis Column（particle size, 4 μm; and dimensions, 3.9 mm in diameter 
× 15 cm, Waters）; eluted with eluent A（aqueous buffer）、Eluent B（100% acetonitrile）、
および Eluent C（MilliQ water）；flow rate, 1.0 mL・min−1；detection at Ex: 250 nm, 
Em: 395 nm。グラジエントは AccQ•Tag Amino Acid Analysis Method の instruction 
manual のグラジエントテーブルに従い、100%の Eluent A から分析を開始し、0.5
分以降は 99% の Eluent A と 1% Eluent B、18 分以降は 95%の Eluent A と 5%の
Eluent B、19分以降は 91%のEluent Aと 9%のEluent B、29.5分以降は 83%のEluent 
Aと 17%の Eluent B、33 分以降は 60%の Eluent B と 40%の Eluent C、36 分以降








Milford, Massachusetts, USA）を用いて m/z: 70-1000 を解析し、Retention time 9.7、
11.4 および 13.7 min において、休眠細胞含有率 60%の藻体で、休眠細胞含有率
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5%と比較して高度に検出される物質を見出した（Fig. 2-2, 2-3 and 2-4）。これら
ピークのマススペクトルを解析し、物質の同定を試みた。Retention time 9.7 min 
は、glucosylglycerol: C9H18O8（MW: 254.23）に特異的な分子イオン（[M+H]+ 255, 
[M+Na]+ 277, [M+CH3CN+Na]
+ 318）と一致した（Fig. 2-2 and 2-5）。Retention time 
11.4 min は、betaine: (CH3)3NCH2CO2（MW: 117.15）に特異的な分子イオン（[M+H]+ 
118, [M+Na]+ 140, [M+K]+ 156, [M+CH3CN+Na]
+ 181）と一致した（Fig. 2-3 and 2-6）。
Retention time 13.7 min は、sucrose: C12H22O11（MW: 342.30）に特異的な分子イオ
ン（[M+Na]+ 365）と一致した（Fig. 2-4 and 2-7）。Hershkovitz ら（1991）および
Higo ら（2006）により藍藻細胞への蓄積が報告されている trehalose について確
認したところ、休眠細胞に特異な蓄積は認められなかったが、Retention time 19.1 
min に、trehalose: C12H22O11（MW: 342.30）に特異的な分子イオン（[M+Na]+ 365）
を見出した（Fig. 2-4 and 2-8）。標品の保持時間が同様であることをそれぞれ確
認した。 
休眠細胞含有率 5、40 および 75%の藻体の細胞を破砕し、HPLC システムお
よび AccQ・Tag Amino Acid Analysis Method（Waters, Milford, Massachusetts, USA）
を用いてアミノ酸の分析を行った。Retention time 17.1-17.3 min に、標品と同様
の glycine のピークが認められた（Fig. 2-9）。 
 Glucosylglycerol、betaine、sucrose、trehalose および glycine の 5 物質を、休眠
細胞含有率の異なる藻体でそれぞれピーク面積から定量した。Glucosylglycerol
は、休眠細胞含有率 5%において 0.5 ± 0.2 ng/ 1.0 × 108 cells、休眠細胞含有率 60%
において 29.5 ± 10.8 ng/ 1.0 × 108 cellsが認められた（n=3, Fig. 2-10）。Betaine は、
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休眠細胞含有率 5%において 5.8 ± 0.7 ng/ 1.0 × 108 cells、休眠細胞含有率 60%に
おいて 17.9 ± 2.4 ng/ 1.0 × 108 cells が認められた（n=3, Fig. 2-11）。Sucrose は、休
眠細胞含有率 5%において 6.2 ± 0.2 μg / 1.0 × 108 cells、休眠細胞含有率 60%にお
いて 17.1 ± 2.6 μg / 1.0 × 108 cells が認められた（n=3, Fig. 2-12）。Trehalose は、
休眠細胞含有率 5%において 0.11 ± 0.06 μg / 1.0 × 108 cells、休眠細胞含有率 60%
において 0.03 ± 0.02 μg / 1.0 × 108 cells が認められた（n=3, Fig. 2-13）。Glycine は、
休眠細胞含有率 5%において 0.3 μg/ 1.0 × 108 cells、休眠細胞含有率 40%において
8.4 μg/ 1.0 × 108 cells、休眠細胞含有率 75%において 17.5 μg/ 1.0 × 108 cells と算出
され、休眠細胞含有率（%）と glycine の量（μg）の間には正の傾きの近似直線
（y = 0.239x-0.656, r2 =0.997）が示された（n = 5, Fig. 2-15）。これらの結果から、
glucosylglycerol、betaine、sucrose および glycine は、Nostoc sp. HK-01 の休眠細
胞に特異に蓄積していることを見出した（Fig. 2-11, 2-12, 2-13 and 2-15）。




2-4  考察 
Sucrose、glycine、betaine および glucosylglycerol は、休眠細胞含有率の高い藻
体から休眠細胞含有率の低い藻体よりも有意に多量に検出された（Fig. 2-11, 
2-12, 2-13, 2-15）。休眠細胞含有率の高い藻体の 1.0×108 cells あたりの sucrose お




備え、glycogen および cyanophycin の顆粒を蓄積することが知られているが




結合し、脱水時の細胞の安定性を高めていると考えられている（Crowe et al., 







本研究結果から、休眠細胞含有率 60%の藻体において 1 細胞あたりの sucrose
量はおよそ 0.17 pg であることおよび、休眠細胞含有率 75%の藻体において 1 細
胞あたりの glycine量はおよそ 0.18 pgであることが算出された。Nostoc sp. HK-01 
の休眠細胞の 1 細胞あたりの乾燥重量は、0.25-0.4 ng であろうと推定されてい
る（オンら、2017）。Anabaena variabilis の akinete は、2.06 × 10-10 g の固形分と
63%の水を含むことが報告されている（Braune and Sanke, 1979; Potts, 1994）。
Aphanizomenon ovalisporum の休眠細胞の湿重量の平均は、0.4 ng と報告されてい
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る（Sukenik et al., 2013, 2015）。休眠細胞内の乾燥重量の測定や含水量の分析を
行うことで、細胞内の適合溶質濃度の算出が可能となると考えられる。 
本章は、Nostoc sp. HK-01 の休眠細胞に蓄積される水溶性物質を探索し、細胞
破砕後の水溶性画分から sucrose、glycine、betaine、glucosylglycerol および trehalose
の 5 種を同定した。HPLC および LC-ESI/MS による定量結果から、特に sucrose、




Nostoc sp. HK-01 の休眠細胞の乾熱耐性のしくみの解明に繋がると考えられる。 
Fig. 2-1. Extraction and analysis of water-soluble contents from Nostoc sp. HK-01 cells.
80% EtOH 200 μL
Homogenization (BioMasher II, Nippi)
Centrifuged at 12,000×g for 5 min (3500, Kubota)
65oC, 2 h (Only the first time）
Supernatant Residue
Concentrate to dryness  (MV-100, Tomy)
LC-ESI+-MS （Positive ion mode）
Purification (Sep-Pak Plus C18 Cartridges, Waters)
0: 100 fraction 50:50 fraction 100 : 0 fraction
Filtrate (Millex-LH 0.45 μm, Millipore）
D.W. 1ml
Repetition at twice
Nostoc sp. HK-01 cell suspention 500 μL
Concentrate to dryness
D.W. ca. 1 mL
MeOH: H2O (v/v)
Supernatant Centrifuged at 12,000×g for 5 min
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Fig. 2-2. Mass chromatograms at m/z 277 of cell extracts of Nostoc sp. HK-01.
Colony with akinete 60%
Colony with akinete 5%
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Fig. 2-3. Mass chromatograms at m/z 118+140+181+257 of cell extracts of
Nostoc sp. HK-01.
Colony with akinete 60%
Colony with akinete 5%
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Fig. 2-4. Mass chromatograms at m/z 365 of cell extracts of Nostoc sp. HK-
01.
Colony with akinete 60%
Colony with akinete 5%
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Fig. 2-5. Mass spectra at retention time of 9.7 min of reference standard and














Colony with akinete 5%
Colony with akinete 60%
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Fig. 2-6. Mass spectra at retention time of 11.4 min of reference standard

















Colony with akinete 5%
Colony with akinete 60%
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Fig. 2-7. Mass spectra at retention time of 13.7 min of reference standard






Colony with akinete 5%
Colony with akinete 60%
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Fig. 2-8. Mass spectra at retention time of 19.1 min of reference standard






Colony with akinete 5%
Colony with akinete 60%
79
Glycine




Fig. 2-9. HPLC chromatograms at retention time of 16-19 min of cell
extracts of Nostoc sp. HK-01. Arrows show glycine.
80
Fig. 2-10. The quantity of glucosylglycerol per 1.0


































Fig. 2-11. The quantity of betaine per 1.0 × 108






























Fig. 2-12. The quantity of sucrose per 1.0 × 108
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Akinete content rate
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Fig. 2-13. The quantity of trehalose per 1.0 × 108
cells in colonies of Nostoc sp. HK-01 (n=3).




















































Akinete content rate (%)
Glycine
Fig. 2-14. The quantity of glycine per 1.0 × 108








3-1  序論 
陸棲藍藻は乾燥状態で 60~100℃の乾熱に対する耐性を備えていることが報告
されている（Mei and Cheng, 1990; Gao, 1998; Tamaru et al., 2005; 五十嵐, 2013）。
乾熱耐性は、日照りにより 66℃の高温に至る陸地で藍藻が生存するために極め
て重要な機能であると考えられる（Gao, 1998; 序章）。100℃10時間の乾熱耐性
が証明されている陸棲藍藻 Nostoc sp. HK-01の（五十嵐, 2013）、その乾熱耐性は、




betaine、sucrose、trehalose および glycine を同定し、特に trehalose を除く 4種が
休眠細胞に特異に蓄積していることを示した（第 2 章）。 
休眠細胞内に備わり、乾熱耐性に関わる機能分子の候補として、適合溶質
（compatible solute）の関与が考えられる。適合溶質は乾燥時に細胞内に蓄積し、
水分子の代わりにタンパク質、DNAや脂質膜を保護する物質を示す（Crowe et al., 














cyanophycin の顆粒を蓄積することが知られているが（Adams and Duggan 1999; 
Garcia-Pichel, 2010; Kaplan-Levy et al., 2010）、適合溶質として機能し、生体分子
を保護する物質の休眠細胞への蓄積は明らかにされていない。Nostoc sp. HK-01
の休眠細胞から sucrose、glycine、betaine、glucosylglycerol および trehalose が同




を測定する方法が広く用いられている（Carpenter and Crowe, 1988; Göller and 
Galinski, 1999; Diamant et al., 2001; Table 3-1 ~ 3-6）。Göller と Galinski（1999）は、
無添加条件の lactate dehydrogenase（LDH）活性が 42.5℃を最大に低下するのに
対し、1 M の hydroxyectoine あるいは 1 Mの betaine 添加条件は、最大活性を示






際、無添加条件における LDH活性は 1回の凍結・融解サイクル後に 56%に低下
し、5回の凍結・融解サイクル後に 0%を示した。1 Mの ammonium sulphate、NH4Cl
およびNaCl添加条件における LDH活性は 1回の凍結・融解サイクル後に 1-14%、
5 回の凍結・融解サイクル後に 0%を示し、凍結・融解耐性を低下させることが
示されている。一方、1 Mの Nε-acetyllysine 添加条件における LDH活性は 1回
の凍結・融解サイクル後に 97%、5回の凍結・融解サイクル後に 85%を示した。
1 Mの sucrose、trehalose および trimethylamine-N-oxide（TMAO）添加条件におけ
る LDH活性は 1回の凍結・融解サイクル後に 96~99%、5回の凍結・融解サイク
ル後に 70~73%を示した。1 Mの betaine 添加条件における LDH活性は 1回の凍
結・融解サイクル後に 81%、5回の凍結・融解サイクル後に 38%を示したことか
ら、これら化合物によるタンパク質の凍結・融解耐性向上活性が認められてい




glucose、methyl-mannoside、 mannosylglycerate 、mannosylglyceramide および
glucosylglycerol 添加条件において、無添加条件と比較して 50℃30 分までの湿熱
後の LDH 活性が高く保たれることを示している。glycerol 添加条件は、無添加
条件とほぼ同様に、加熱後の LDH活性は低下した。Borgesら（2002）は、0.5 M
の KCl 添加条件の加熱後は無添加条件とほぼ同様の LDH 凝集量を示した一方、
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0.5 Mの mannosylglycerate（MG）および trehalose 添加条件において無添加条件
と比較して 50℃30 分までの湿熱後の LDH 凝集量が低下することを報告してい
る。Sawangwan ら（2010）は、0.5 M の glucosylglycerol、glucosylglycerate およ
び α,α-trehalose を 4 種のタンパク質; LDH、pseudomonas fluorescens mannitol 
2-dehydrogenase（PfMDH）、corynebacterium callunae starch phosphorylase（CcStP）
および candida tenuis xylose reductase（CtXR）に加え、LDHを 40℃で 60分まで、
PfMDH を 30℃で 60 分まで、CcStP を 35℃で 300 分まで、CtXR を 30℃で 360
分まで加温して酵素の残存活性を測定した結果、 PfMDH に対する
glucosylglycerol 添加条件以外はいずれも無添加条件よりも高い酵素活性を示し
たと報告している。CtXR を 40℃で 300 分まで加温したとき、glucosylglycerol
および α,α-trehalose 添加時は無添加時と同様の酵素活性を示したが、
glucosylglycerate 添加時は高い酵素活性を示した（Sawangwan et al., 2010）。
Sawangwan ら（2010）は、CtXR を 30℃で 300 分加温した後の酵素活性は、
glucosylglycerol、glucosylglycerate および trehalose を 0.1 Mまたは 0.5 M添加した
条件と同様の酵素活性を示したと述べているが、無添加条件との比較はしてい
ない。PƒMDH（50 μg/mL）の凍結乾燥・融解サイクル後の残存活性は、無添加
条件ではおよそ 10% を示すが、 glucosylglycerol 、 α,α-trehalose および
glucosylglycerate を 0.0025-0.75 Mの濃度で添加したとき、glucosylglycerol 添加条
件は 0.025 Mで約 90%、α,α-trehalose 添加条件は 0.5 Mで約 75%の活性を示し、
glucosylglycerate 添加条件は 0.5 M でのみ約 75%の活性が示されている
（Sawangwan et al., 2010）。Diamant ら（2001）は 0~4.3 Mの betaine、glycerol、
91 
 
trehalose および proline を 0.5 μMの malate dehydrogenase（MDH）に添加して 44℃
で加温後に残存活性を測定し、それぞれ 2 M, 3.2 M、1.3 M、4.3 Mでほぼ 100%
の活性が保たれることを示したが、proline（0~45 分）を除いて時間依存は示し
ていない。Diamant ら（2001）は 5 M urea および 10 mM dithiothreitol で変性させ
たMDH（50μM）を 0~4.3 Mの betaine、proline、trehalose あるいは glycerol と共
に 37℃に加温することで活性が復活することを示した。Hincha と Hagemann
（2004）は liposomeを28℃、暗所、相対湿度0%で24時間乾燥し、sucrose、trehalose、
2-O-(α-Dglucopyranosyl)-glycerol、 sorbitol を 0-20 mg/mL 添加条件において




4-hydroxyproline、glucose、glycerol および inositol 添加条件では活性が保たれ、
500 mM添加条件で最大の活性を示すことを示した。0.6 mM ZnSO4存在下では
効果が向上し、かつ 100 mM 未満で最大活性を示すことを示した。このように
sucrose、glycine、betaine、glucosylglycerol および trehalose の生体分子保護活性の
一部が明らかにされているが、sucrose、glycine、1 M 未満の betaine、0.5 M 未
満の glucosylglycerol および 0.5 M 未満の trehalose の熱耐性への関与は示されて






熱耐性を備えた陸棲藍藻 Nostoc sp. HK-01 の休眠細胞で同定された sucrose、









Betaine（Wako, Osaka, Japan）、glycine（Wako, Osaka, Japan）、sucrose（Wako, Osaka, 
Japan）、trehalose は（Tokyo Chemical Industry, Tokyo, Japan）および glucosylglycerol
（Toronto Research Chemicals, Toronto, Canada）を用いた。それぞれの化合物はア
ッセイ用バッファー（Protein Aggregation Assay Kit, PROTEOSTAT®, Enzo Life 




Protein aggregation assay kit（Enzo Life Sciences, Inc., New York, USA）を用いた。
200 μg/mL に濃度を調整した LDH（lactate dehydrogenase, Roche, Berlin, Germany）
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に各試料を加えた。Thermo Block（ND-M01, Nissin, Tokyo, Japan）を用いて 50℃、
60 min 加熱後、凝集タンパク質と結合して蛍光（Ex: 500 nm, Em: 603 nm）を発
する detection reagent（Enzo Life Sciences, Inc., New York, USA）を加えた。室温、
暗所で 15 min 静置後、マイクロプレートリーダー（Varioskan, Thermo Fisher 




Cytotoxicity LDH Assay Kit-WST（Dojindo, Kumamoto, Japan）を用いた。1 μg/mL 
に濃度を調整した LDH（lactate dehydrogenase, Roche, Germany）を thermo block
（ND-M01, Nissin, Tokyo, Japan）を用いて 50-70℃、0-60 min 加熱した。LDH 50 
μL に working solution 50μLを加えた。室温、暗所で 30 min 静置後、stop solution 
25 μLを加えた。マイクロプレートリーダー（Varioskan, Thermo Fisher Scientific, 
Massachusetts, USA）を用いて吸光（λ = 490 nm）を測定した。 
 
3-3 結果 
Glucosylglycerol、betaine、sucrose、trehalose および glycine の 5 物質について
タンパク質の熱凝集抑制活性を調べた。タンパク質凝集量を示す蛍光強度（Ex: 
500 nm, Em: 603 nm）は、50℃90 分加熱後に、LDHに何も加えていない対照条
件において 21.0だった。50 mMの glucosylglycerol を添加したとき 22.2、100 mM
の glucosylglycerol を添加したとき 23.8 だった（Fig. 3-2）。50 mMの betaineを添
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加したとき 18.6、100 mMの betaine を添加したとき 14.4だった（Fig. 3-3）。50 mM
の sucroseを添加したとき 13.8、100 mMの sucroseを添加したとき 12.5だった（Fig. 
3-4）。100 mMの trehalose を添加したとき 19.7、250 mMの trehalose を添加した
とき 16.7 だった（Fig. 3-5）。50 mM の glycine を添加したとき 17.3、100 mMの
glycine を添加したとき 15.1 だった（Fig. 3-6）。Betaine、sucrose、trehalose およ
び glycine の、タンパク質凝集抑制活性が認められた（Fig. 3-3, 3-4, 3-5 and 3-6）。
Glucosylglycerol の、タンパク質凝集抑制活性は認められなかった（Fig. 3-2）。タ
ンパク質凝集量と酵素活性の相関関係を調べた。蛍光強度が 5.7のとき酵素活性
は 79.7%、蛍光強度が 7.0のとき酵素活性は 56.8%、蛍光強度が 23.5 のとき酵素





章序論）、sucrose、glycine、1 M 未満の betaine、0.5 M 未満の glucosylglycerol
および 0.5 M 未満の trehalose の熱耐性への関与は示されていなかった。LDH を
50℃で加熱し、その凝集量を測定した結果、betaine および trehalose を 100 mM
以上で、sucrose および glycine を 50 mM 以上添加した際に、熱凝集を抑制する
活性を示すことを見出した（Fig. 3-3, 3-4, 3-5 and 3-6）。タンパク質凝集抑制活性
の結果および細胞内定量の結果（第 2章）を Table 3-7にまとめた。休眠細胞含
有率の高い藻体の 1.0×108 cellsあたりの glucosylglycerol、betaine および trehalose
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の蓄積量はそれぞれ 29.5 ± 10.8 ng、17.9 ± 2.4 ngおよび 30 ± 20 ngだった（第 2
章）。Glucosylglycerol はタンパク質凝集抑制活性が認められなかった。Trehalose
の蓄積は休眠細胞に特異的ではなかった。休眠細胞含有率の高い藻体の 1.0 × 108 
cellsあたりの sucroseおよび glycineの蓄積量はそれぞれ 17.1 ± 2.6 μgおよび 17.5 
μgで、glucosylglycerol、betaine および trehalose と比較して約 1000 倍多く認めら
れた。Sucrose、glycine はタンパク質凝集抑制活性を備えていた。蓄積量が多い
ことおよびタンパク質保護活性を備えていることから、Nostoc sp. HK-01の水溶




ーを下回るとき変性する（Chi et al., 2003; 平野・白木, 2011）。低分子化合物の
添加がタンパク質の凝集を抑制することはいくつか報告されている（Carpenter 
and Crowe, 1988; Göller and Galinski, 1999; Diamant et al., 2001; Borges et al., 2002, 
Shiraki 2002; Sawangwan et al., 2010）。適合溶質はタンパク質の表面張力に作用す
る（Potts, 1994; Tsumoto et al., 2004）。アルギニンは、タンパク質の変性温度は
下げないが、凝集における中間体を不安定化させることで凝集を抑制している






られている（Crowe et al., 1998; Hoekstra et al., 2001; Elbein et al., 2003）。変性状態
が不安定になると、相対的に天然状態が安定化する（赤沼・山岸, 2009）。ミス
フォールディング研究は応用利用が先行しており（白木, 2004）、なぜ凝集が抑
制されるかはまだ十分に説明されていないが（Borges et al., 2002; 吉澤 2015）、
これらの化合物は天然状態のタンパク質の自由エネルギーを減少、あるいは変
性状態のタンパク質の自由エネルギーを増加させている可能性が考えられる
（Chi et al., 2003）。 
熱耐性に関与する betaine、glycine および sucrose の蓄積量が休眠細胞の含有率
で大きく異なることが示されている（第 2章; Fig. 2-12, 2-13, 2-15）。これらの蓄
積量の違いは、休眠細胞が乾熱耐性を備える要因のひとつであると考えられる。
betaine、glycine、sucrose および trehalose のタンパク保護機能は、生理的に至適
な濃度になり、活性を示していると考えられる。 
本章は、Nostoc sp. HK-01の休眠細胞の抽出物から同定された sucrose、glycine、
betaine、 glucosylglycerol および trehalose の 5 種の水溶性物質のうち、
glucosylglycerol を除く 4種がタンパク質保護機能を備えることおよび、その活性
濃度に関する情報を、実験的に示した。定量の結果から、sucrose と glycine が、
Nostoc sp. HK-01の休眠細胞の乾熱耐性に関わる機能物質の候補であることをは
じめて見出した。 
Fig. 3-1. The possibility of cell stabilization by compatible solute at water loss. Illustration
cites Hoekstra et al., 2001.






































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































Fig. 3-2. Effects of glucosylglycerol on the
aggregation of 200 μg/mL LDH boiled at 50˚C.






































Boiling (50oC) period (min)
Glucosylglycerol
104
Fig. 3-3. Effects of betaine on the aggregation of







































Boiling (50oC) period (min)
Betaine
105
Fig. 3-4. Effects of sucrose on the aggregation of
200 μg/mL LDH boiled at 50˚C.









































Fig. 3-5. Effects of trehalose on the aggregation of






































Boiling (50oC) period (min)
Trehalose
107
Fig. 3-6. Effects of glycine on the aggregation of







































Boiling (50oC) period (min)
Glycine
108
Fig. 3-7. Correlation between enzymatic activity (%
































Level of aggregation 

















C9H18O8 254.23 30 ng + -
Betaine C5H11NO2 117.15 18 ng + +
Glycine C2H5NO2 75.07 18 μg + +
Sucrose C12H22O11 342.30 17 μg + +
Trehalose C12H22O11 342.30 30 ng - +
Table 3-7. Compatible solutes in akinetes of Nostoc sp. HK-01. *Values from colonies with high





















第 1 章は、Nostoc sp. HK-01 の分化する細胞形態によって耐性が異なる可能性
















かった結果および（Fig. 1-10 and 1-11）、湿潤藻体においても、休眠細胞は栄養細
胞と比べて優れた熱耐性（50℃）を備えていた結果から（Fig. 1-12 and 1-13）、栄
養細胞から休眠細胞への分化の過程で、熱耐性に関与する機能分子が休眠細胞
に蓄積されていると考えられた。Nostoc sp. HK-01 の分泌する細胞外多糖
（extracellular polysaccharides; EPS）が乾熱耐性に関与している可能性に注目し、
EPS 除去方法を検討した後、EPS 除去後の乾熱耐性の変化を検証した。Fig. 1-3
に示す EPS除去処理により Nostoc sp. HK-01の乾燥藻体から EPSを除去できる
ことをアストラブルー染色により確認した（Fig. 1-14）。EPS 除去前後の乾熱耐
性を比較すると、EPSの有無による熱耐性の著しい変化は認められず、UV 耐性
や塩耐性と異なり、EPS の乾熱耐性への貢献は低いことが示された（Fig. 1-14, 







乾熱が Nostoc sp. HK-01 の生存限界であると報告している。しかし本研究で
100℃、12時間の乾熱後に生存が認められた結果は（Fig. 1-15）、Nostoc sp. HK-
01 の乾熱耐性に対する生存限界は再検証の余地があることおよび、スクリーニ
ングによりさらに高乾熱耐性を備えた株を単離できる可能性を示した。 
 第 2 章は、Nostoc sp. HK-01の細胞内低分子化合物の分析を行い、休眠細胞に
蓄積されている低分子化合物を探索し、HPLC および LC-ESI/MSを用いて単離・
同定後、定量した。Nostoc sp. HK-01 は休眠細胞のみの藻体（細胞群）の作出は
困難な種であることから、全細胞中の休眠細胞の存在の割合が異なる藻体を作
出した後、休眠細胞にのみ蓄積される耐性物質を、休眠細胞の割合の差を元に探
索した。各藻体から得られた抽出物（水溶性）を HPLC および LC-ESI/MS を用
いて分離・分析した。休眠細胞に蓄積する成分は、LC-ESI/MS分析により、各抽
出物成分量が著しく異なる分子量を詳細に解析することで得た。Sucrose、glycine、
betaine、glucosylglycerol および trehalose の 5 種を HPLC および LC-ESI/MS レベ
ルで同定した（Fig. 2-2 ~ 2-9）。Trehalose を除く 4種が休眠細胞に特異に蓄積し
ていることをはじめて見出した（Fig. 2-10 ~ 2-14）。藍藻の休眠細胞は他の細胞
形態と比べて厚い細胞壁を備え、glycogen および cyanophycin の顆粒を蓄積する








第 3 章は、Nostoc sp. HK-01の休眠細胞で同定された sucrose、glycine、betaine、
glucosylglycerol および trehalose を材料に用い、タンパク質の凝集量および酵素
活性を指標に、生体分子の保護活性を検証した。タンパク質は、適合溶質の活性
測定のモデル酵素として用いられている乳酸デヒドロゲナーゼ（ lactate 
dehydrogenase; LDH）を用いた（Borges et al., 2002) 。Glucosylglycerol を除く 4種
は、タンパク質保護機能を備えることを実験的に示した（Fig. 3-2 ~ 3-7）。低分
子化合物によるタンパク質保護活性の一部が明らかにされていたが（第三章序
論）、sucrose、glycine、1 M 未満の betaine、0.5 M 未満の glucosylglycerol およ
び 0.5 M 未満の trehaloseの熱耐性への関与は示されていなかった。LDH を 50℃
で加熱し、凝集量を測定した結果、betaine および trehalose を 100 mM 以上で、
sucrose および glycine を 50 mM 以上添加した際に、熱凝集を抑制する活性を示
すことを見出した（Fig. 3-3 ~ 3-6）。休眠細胞含有率の高い藻体の 1.0 × 108 cells
あたりの sucrose および glycine の蓄積量はそれぞれ 17 μg および 18 μg で、
glucosylglycerol、betaine および trehalose と比較して約 1000 倍多く認められた





究により、休眠細胞への分化時に特に sucrose および glycine を蓄積することが、
陸棲藍藻 Nostoc sp. HK-01の乾熱耐性に重要であることをはじめて示した（Fig. 









溶質である sucrose および glycine を蓄積して休眠細胞に分化し、日照りによる
乾熱に備える、一連の生存戦略が推測された。しかし、湿潤状態の藻体において
増殖を続ける糸状体と多くの休眠細胞が混在して認められたこと（Fig. 1-3 and 1-
4A）、休眠細胞の一部は再び発芽する様子も確認されたこと（Fig. 1-3）、乾燥




ていないが、藍藻の Cylindrospermum licheniforme の休眠細胞を形成した培養の
濾液から休眠細胞の分化誘導活性が報告されていることから（Fisher and Wolk, 
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subtilis（蜂須賀, 1980; Gerhardt and Marquis, 1989; Setlow, 2006）、ウェルシュ菌 
Clostridium perfringens（瀬尾, 1973）、アンフィバチルス属細菌 Amphibacillus 
xylanus（Niimura et al., 1990）、スポロサルシナ属細菌 Sporosarcina 等（Magill et 
al., 1990）、グラム陽性細菌に属している。芽胞は酵母、サルモネラのような無
芽胞性の食中毒細菌やグラム陰性細菌に比べて極めて高い耐熱性を示す（渡部, 
2001）。西田（1976）は spore および spore-like organelle を形成する菌種のすべ
てはグラム陽性の側にあり、陰性側に無いと述べている。例外的に、グラム陽性
細菌門であるファーミキューテス門（firmicutes）の中の 10 種がグラム陰性を示
すことが報告されており、そのうち 3種、Acetonema longum、Pelosinus fermentans
および Sporomusa ovata が spore を形成することが知られているが（Möller et al., 
1984; Poehlein et al., 2013; Yutin and Galperin 2013）、以上のように基本的に胞子
を形成する細菌はグラム陽性に属している。グラム陰性細菌に属する藍藻が





好熱性真正細菌 Thermus aquaticus YT1 から単離された耐熱性 DNA ポリメラー
ゼは、DNA変性のための 90℃以上の熱環境で失活しないため、試験管内で DNA
鎖を合成する PCR（polymerase chain reaction）法に応用され、世界中で用いられ
ている（Saiki et al., 1988; 石野, 2012）。湿熱環境において好熱性藍藻の光合成機
能を保護していると考えられている熱ショックタンパク質（heat shock protein; 














の常温乾燥保存に成功している（Wolkers et al., 2002; 奥田 2006）。Livine らの
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グループは人間の培養細胞の 3 日間乾燥保存に成功している（Guo et al., 2000; 
奥田 2006）。Seki らの研究グループはラットの心臓を trehalose で潅流すること










陸棲藍藻の応用において利用価値が高いと考えられる（大森・犬伏, 2004; Obana 
et al., 2007）。さらに、将来の有人火星活動においても利用価値が高い。日本を含
む世界各国は、2030 年以降の有人火星探査を目指している（グローバル探査戦
略, 2007; 首相官邸, 2008; Badescu, 2009; Casaregola et al., 2009; 国際宇宙探査協働
グループ, 2011, 2013; International Space Exploration Coordination Group, 2011, 2013; 
2018; Ehrenfreund et al., 2012; Salotti and Heidmann, 2014; 宇宙開発戦略本部, 2015; 





が求められる（西村, 1985; 大西, 2006, 2015; 桜井・木部, 2015; 宮嶋, 2015; 山下, 
2015; JAXA宇宙情報センターb）。火星で食料生産を行うには、その初期段階に
おいて火星の無機環境を農業用に整備する必要がある（石川, 1997; 山下ら, 2005, 





する生物候補として有用であると考えられている（大森, 2006; Obana et al., 2007; 
Arai et al., 2008; Oarga, 2009; Katoh et al., 2012; Kimura et al., 2014; Kimura et al., 
2015b; 富田-横谷, 2015; 木村・富田, 2016; 木村ら, 2016; Verseux et al., 2016）。火
星農業に陸棲藍藻を導入することを想定すると、火星までの運搬過程には真空、
宇宙線、低温および高温など過酷な宇宙環境に曝される可能性がある（高橋・菅, 
1987; 五家, 2006; Baglioni et al., 2007; 山岸ら, 2010; Horneck et al., 2010; Kawaguchi 
et al., 2013）。宇宙空間の温度は、低地球周回軌道（low earth orbit; LEO）で約 1,360 
W m-2の太陽光が照射されることおよび大気の対流が無いことにより、極めて高
温になり得る（Nicholson et al., 2000; Baglioni et al., 2007; Horneck et al., 2010）。国
際宇宙ステーション（ISS）の耐熱温度は 120℃に設定されている（Nicholson et 
al., 2000; Baglioni et al., 2007; Horneck et al., 2010）。過去に、スペースシャトルの





100℃を上回る 140度の熱に曝されたと報じられている（NHK科学文化部, 2015; 








化過程に蓄積されていることおよび、sucrose と glycine が機能分子の候補である
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